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ヒトプリオンを検出する方法（Real-time quaking induced conversion assay; 以下
RT-QUIC 法）の開発に成功し、今回この方法を用いて CJD 患者組織中のアミロイド
形成活性（シード活性）の定量的評価を試みた。
対象と方法 
 プリオン病患者 10 症例より剖検時に採取された脳組織を用いた。10 症例の内訳は
孤発性 CJD が９症例、ゲルストマン・ストロイスラー・シャインカー病 GSS-P102L
が 1 症例であった。脳乳剤を 10 倍段階希釈し、リコンビナントヒト PrP を基質とし
て、エンドポイント RT-QUIC を行い、Spearman-Karber 法を用いて 50% seeding dose 
(SD50) を算出した。検体中のタンパク分解酵素(Proteinase K)抵抗性の PrP をドットブ
ロット法によって定量した。また、脳乳剤を 121°C で 20 あるいは 60 分間オートクレ
ーブ処理を行った後、シード活性をエンドポイント RT-QUIC にて再評価した。 
 
結   果 
 エンドポイント RT-QUIC により脳組織中のシード活性を SD50 として算出できた。
孤発性 CJD の脳組織１グラム換算の SD50 は 108.79〜1010.64と高く、遺伝性プリオン病
である GSS においても 1010.13/g と算出された。SD50 はドットブロット法にて推定した
異常 PrP 量と正の相関を示し(R2=0.8173)、1SD50 は 0.12 フェムトグラムの PrP に相当
することが示された。RT-QUIC では、反応開始からアミロイド形成が観察されるまで
の潜時（lag time）が認められ、各サンプルの lag time について SD50との相関性を
検討したところ、高い負の相関性を認めた（y = −1.733ln(x)+6.3538; R2 = 0.9596; x = 
lag time(h), y = log[SD50/well]）。熱処理後のサンプルを用いてのエンドポイント
RT-QUIC で SD50 は、2.25〜3.88 log の低下が観察された。 
  
考   察 
 ハムスタープリオンを用いて検討している報告では、SD50 とバイオアッセイで求
めた 50%致死量 (LD50) には高い相関性があり、LD50 の代用指標として扱うことが
可能であるとしている。今回解析に用いた CJD 患者脳の LD50は、現在ヒト化マウス
を用いて実験中で、経過観察中のため未算出であるが、SD50は LD50よりも 10 倍ほ
ど高いと予想される。我々が知る限り、これほど高い感度でかつ迅速にヒトプリオン
の活性定量化に成功した報告はない。Lag time と SD50の高い相関性が見られること
から、アミロイドシーディング反応の可視化までの時間は、QUIC 反応開始時のシー
ド量がもっとも重要な決定因子であることを意味する。しかし、データの誤差範囲の
オーバーラップが大きいことから、単純に lag time から SD50を算出することは正確
性に問題があると言える。   
 孤発性 CJD 患者の脾臓（１症例）を用いてエンドポイント RT-QUIC を行ったとこ
ろ 107.5 SD50/g の活性が認められたことから、孤発性 CJD においても感染性プリオン
が非神経系臓器にも分布している可能性が考えられ、今後全身臓器の再評価が必要と
思われる。オートクレーブ処理によるシード活性の低下率は、動物実験での検証結果
とほぼ一致しており、この SD50 算出による定量評価法が様々な生体試料や提供され
た臓器の安全性を直接評価する手段となる可能性がある。 
 
 
